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GRAM NEGATIF COMAKLARDA GENISLEMIS
SPEKTRUMLU BETA-LAKTAMAZ VARLIGINI
SAPTAMADA FARKLI YONTEMLERIN

KARSILASTIRILMASI |

Mehmet K(')ROGLU, Mehmet S. TEKEREKO(?LU, Bengiil DURMAZ,
Riza DPURMAZ

OZET

Bir yillik siirede klinik Srneklerden izole edilen toplam 701 Gram negatif comakta ge-
niglemis spektrumln beta-laktamaz (GSBL) olugturma, ¢ift disk sinerji, 5 pg’lik seftazidim
diski ve GSBL belirleyici antibiyotiklerle disk difiizyon testleri gibi tarama yontemleri ile
aragtnlmgtir. Bu testlerle pozitif veya siipheli sonug alinan 80 sus icin agar diliisyon ve E
test gibi dofrulama yéntemleri uygulanmigtir. GSBI, tanimlamada referans olan agar diliis-
yon yontemi ile kargilagtirildifinda; diger testlerin duyarhilips ve 6zgiilliigii, E test ile % 75
ve % 98; ¢ift disk sinerji testi ile % 75 ve % 96; 5 ug’lik seftazidim diski ile % 81 ve
% 58; GSBL belirleyici antibiyotiklerin kullanim ile % 56 ve % 79 olarak bulunmusgtur,
GSBL iiretimi, Klebsiella tirlerinde % 49, Citrobacter tiirlerinde % 15, Enterobacter tiir-
lerinde % 5, E coli’lerde % 1 olarak bulunmustur, Ozgiilliigii ve duyarlii birlikte deger-
lendirildiginde ucuzlugn ve kolay uygulanabilirligi nedeniyle, ¢ift disk sinerji testinin
GSBL varlifint belirlemede tarama testi olarak kullanilabilecegi sonucuna varilmist,

SUMMARY

Comparison of different methods for determination of extended spectrum beta-lacta-
mase production in Gram negative bacilli,

Sevenhundred and one Gram negative bacilli isolated in one year period were screened
for ESBL production using preliminary screening methods such as double disk synergy,
ceftazidime disk (5 pg) and marker antibiotics with disk diffusion methods. The confirma-
tion tests with agar dilution and E test were performed for 80 isolates determined to be sus-
picious or positive with ESBL screning tests. In comparison to reference agar ditution met-
hod, the sensitivity and specificity of the other tests were 75% and 98% for E test; 75% and
96% for double disk synergy test; 81% and 58% for 5 pg ceftazidime disk and 56% and
79% for marker antibiotics. The resistance due to ESBL were found to be 49% for Klebsi-
ella spp, 15% for Citrobacter spp, 5% for Enterobacter spp and 1% for E.coli. The sensi-
tivity and specificity of the double disk synergy method make it a useful tool for the detec-
tion of ESBL production, The method is cheap and user-friendly for routine usage.

GIRIS

Antibiyotiklere kars1 direng geligmesi, siklikla enzimler yolu ile ilacin inaktive edilme-
si ve/veya degisiklige ugranlmas: seklinde olmaktadir. Buna en iyi rnek p-laktamazlar ile
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, BULGULAR

Cift disk sinerji, 5 pg seftazidim diski ve belirleyici antibiyotikler kullanilarak GSBL
yoniinden taranan 701 Gram negatif comak arasindan 80’inde GSBL’a bajgh direng ybniin-
den pozitif veya siipheli sonug almmstir. Bu 80 sustan 32’sinde (% 40) agar diliisyon tes-
tiile, 25" inde (% 31) E test ile, 26’sinda (% 32) ¢ift disk sinetji ile, 46'sinda (% 58) 5 ug'lik
seftazidim diski ile ve 28’inde (% 35) belirleyici antibiyotik duyarliliklarna giire GSBL
varlifs saptanmugtir,

Agar diliisyon yontemi referans test olarak kabul edildiginde; karstlagtinlan testlerin

Y, duyarliliklari; hem E test, hem de ¢ift disk sinerji testi ile % 75, 5 pe’lik CAZ diski ile
% 81, GSBL belirleyici antibiyotikler ile % 56, dzgiillikleri ise strasiyla; % 98, % 96,
% 58, % 79 olarak bulunmustur. Agar diliisyon testi ile E test, ¢ift disk sinerji, 5 pg’lik sef-
tazidim diski yontemleri ile GSBL belirleyici antibiyotikler arasindaki fark istatistiksel
olarak anlaml bulunmanustir (p > 0.05) (Tablo 1).

Tablo 1. Referans test olan agar diliisyon ile difer ySniemlerin kargilagtimlmast.

Yonterler ' Agar diliisyon Toplam  Duyarhhk Ozgiilliik
+ - (%) (%)
+ 24 : 1 25 75 98
E test ESBL ) R 47 55
o e + 24 2 26 75 96
Cift-disk sinerji ) 3 46 54
- + ~26 20 - 46 81 58
5 pg CAZ diski ) 6 8 34
GSBL belirleyici + 18 10 28 56 79
antibiyotiklerle - 14 38 52

Referans yontem olan agar diliisyon ile GSBL saptanan 32 sugun, izole edilen toplam
701 Gram negatif bakteri ile servis ve poliklinik hastalar arasindaki dagihimlan tablo 2°de
gosterilmigtir,

Tablo 2. GSBL pozitiflifinin bakteri tiirlerine ve servis/poliklinik sustarina gore dagthim.

Bakter lzole edildigi n GSBL (+) %
yer .

B coli Servis 113 3 3

ool Poliklinik 417 3 1

. Servis 28 18 69

Kiebsiclla spp. Poliklinik 1s 2 13

Servis 52 4 8

Enterobacter spp. Poliklinik 30 0 0

Servis 18 0 0

Pseudomonas spp. Poliklinik 15 0 0

, Servis 8 1 12

Citrobacter spp. Poliklinik 5 o1 20

Toplam 701 32 5




TARTISMA

e kadar GSBL larin giivenilir bir gekilde saptanabilmesi amaciyla gesitli ydn-
temler denenmigtir. n-vitro testlerle tim GSBI. lar saptanamamaktadir. GSBL olugturan
suglarin tglinct kusak sefalosporin ve monobaktam MIK degerlerinde yitkselme olmakla
birlikte, bu suglar ruiin antibiyogramda siklikla duyarh bulunabilmektedir (4,13,20,21}
Ciinkii dilgiik diizeyde direng olusturan GSBL enzimi olugturan suglarin disk difiizyon
yfm{cm_iyle saptanmast oldukea zordur. Caligmarizda disk diftizyon testinde belirleyici
antibiyotikler kullanildiginda GSBL pozitif suglann ancak % 56’s1 sapianmug ve bu yon-
temin dzglilligt % 79 bulunmugtur (Tablo 1). Diger testlerle GSBL saptadifimiz suglar-
dan % 27’si sefoksitin yaninda ligiincii kugak sefalosporinlere ve aztreonama duyarl bu-
junmugtur. Bu bulgular ayni yontemi kultanan aragtiricilann elde ettikleri sonuglarla ben-
zerlik gostermektedir (10,26,34). Jacoby ve Han (10). GSBL sentezleyen bakterilerin
5 pg’lik seftazidim diski ile yitksek duyarlilik ve ozgitlikie saptanabilecegini bildirmis-
lerdir. Bu arastiricilar GSBI. firetimini saptayabilmek igin seftazidim inhibisyon zon ¢apt
smirim 17 mm kabul ettiklerinde duyarliliga % 96, 20 mm kabul ettiklerinde % 100 buil-
muglardir. Caligmamizda 17 mm kriter olarak alindigmda, bu testin duyarhiligt % 81, 6z-
giilliigii % 58 olarak saptanmigtir (Tablo 1). Yirmi milimetre kriterine gore ise duyarlilik
9 94 bulunmus, Szgiillik ise % 50’nin aluna diigmistiir. GSBL belirleyici antibiyotikler-
le antibiyogramda saptanampayan diigiik diizeyde direngten sorumlu GSBL lar1 saptayabil-
mesi bu ydntemin bir avantaji sayilabilir. Nitekim agar diliisyon yontemi ile elde etfigi-
miz bulgulara gére GSBL pozifif olarak saptanan 32 sugdan 9’u (% 27) standart seftazi-
dim diskine (30 pg) duyarli iken, 5 pg’izk seftazidim diski ite yalnizca 4’1 (% 12) duyar-
It bulunmustur,

GSBL iiretimini saptamak amactyla klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarnda siklikla
kullanilan yontemterden biri de gift disk sinerji testidir. Caligmamizda bu testin duyarlili-
g1 % 75 gibi diisiik bir oranda olmakia birlikte dzgiilligii % 96 olarak yiiksek bulunmus-
tur. Yapilan caligmalarda bu testin duyarlihn % 79-90 arasinda kaydedilmistir
(1,2,3,34,35). Bu test ucuz ve kullamm kolayhig1 gibi avantajlara sahip olmas nedeniyle
rutin taramalarda yaygin olarak kullamlmaktadur.

GSBL tireten bakterilerin saptanmasinda klavulanik asit kombinasyonlu agar dilitssyon
metodu referans metod olarak 6nerilmektedir (3,12,18). Diger yontemlerle GSBL olustur-
mast muhtemel, sefoksitine duyarly iken seftazidime ve aztreonama direngli bulunan lig
sugda ise agar diliisyon testinde seftazidim konsantrasyonu 32 pug/ml’den bagladigi i¢in kla-
vulanatin sinerjik etkisini saptamak miimkiin olmarmstir. Agar diliisyon metodu duyarlili-
g1 ve dzgllliigi ok yiiksek olmasina ragmen masrafli ve zaman alict bir yontem elmasi
nedeniyle rutin taramalardan ziyade, dogrulama testi olarak kullanilmahdir.

GSBL salgilayan mikroorganizmatar: saptamak amaciyla geligtirilmis olan E test’in
duyarhbig: % 75, 6zgiilligi % 98 bulunmugtur (Tablo 1). Literatiirde bildirilen duyariik
oranlan % 52 ile % 100 arasinda degigmektedir (3,22,34). E test ile, cift disk sinerii, 5 pg
seftazidim diski ve GSBL belirleyici antibiyotik kutlanumi yéntemlerinin sonuglarinda is-
tatistiksel olarak fark bulunmadigindan birbirierinin yerine kullanilabilecegi sonucuna va-
gt :

Agar diliisyona gore diger testlerin duyarhilik ve Szgillikleri birlikte ele ahndiginda,
GSBL tiretiminin saptanmasinda en iyi yontemlerin E test ve ¢ift disk sinerji testleri oldu-
gu gozlenmistir.
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Inceledigimiz bakteriler arasinda en yiiksek GSBL pozitiflik oran1 % 49 ile Klebsiel-
la’larda saptanmugtir. Yatan hastalardan izole edilen Klebsiella suglarinda ise GSBL pozi-
tifligi daha yiiksek oranda (% 69) bulunmugtur. Baz1 aragtinicilar GSBLlarin Klebsiel-
la’larda daha yaygin olarak goriflmesini bu mikroorganizmalarin deti ve yiizeylerde diger
enterik bakterilere gére daha uzuon siire canh kalabilmeleri ile agiklamaktadirlar (7). Nico-
letti ve Pecile (21) GSBL larin en sik Klebsiella’larda (% 36), daha sonra da Enterobacter;
Serratia ve Proteus tiirlerinde bulundugunu ve yogun bakim izolatlari arasinda en yiiksek
GSBL pozitifligini Serratia tiirlerinde (% 83) saptadiklarim bildirmiglerdir. Ulkemizde
hastane infeksiyonu etkeni Klebsiella’larda % 40-100 arasinda degisen GSBL oranlan bil-
dirilmigtir (2,4,6,13,14,23,35). E.coli’lerde % 0-32 (4,8,13,14,29 31), Enterobacter tiirle-
rinde % 4-44 (11,13,14,29), Citrobacter tiiflerinde % 0-6 (5.13), Pseudomonas’larda ise
% 0-18 (13,32) oranlar1 bildirilmistir,

Sonug olarak dzellikle hastane kaynakh izolatlarda GSBL iiretiminin giderek arttif
goriilmektedir. Bu suslarin ratin antibiyogram testleri ile saptanmasi miimkiin olmadigmn-
dan Gram negatif ¢omaklar, GSBL yoniinden incelenmelidir. GSBL liretimini saptamak
amactyla agar diliisyon metodu hem duyarliigs hem de Gzgtlligii en iyi olan test olmasi-
na rafmen, ¢ok zaman almasi ve bir sus icin birden fazla plak gerektirmesi gibi pek ¢ok
sebepten rutin olarak kullamm milmkiin olmayan bir yintemdir. E test ise tilkemiz gartla-
nna gore oldukea pahali bir testtir. Bes mikrogramlik seftazidim diski metodunun duyarli-
igmin ve dzgifliigiiniin yitksek oldugu bildiritmesine rafmen, bu ¢aligmada 6zellikle 6z-
gliltigiiniin cok diigitk, bulunmas: bir dezavantaj olarak goriilmektedir. Ozgiilligiinin yitk-
sek olmasi, ucuzlugu, disk diftizyon testi ile yapilan antibiyograma kolayca uygulanabil-
mesi i¢in avantajlari ile ¢ift disk sinerji testinin GSBL varlifni belirlemede en uygun tara-
ma testi oldugu kanisina varilmigtir. ‘ h
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